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@ Resumen:

Método para la produccién de matrices tridimensio-
nales naturales para cultivo de células.

Produccién de matrices extracelulares tridimensio-
nales naturales a partir de cultivos de células de
mdsculo liso (SMC) de aves, en las que se induce una
aterosclerosis por dieta rica en colesterol, y su prepa-
racién para utilizarlas como método eficaz de cultivo
de otras células de dificil mantenimiento para la pro-
duccién de sustancias especificas y de tejidos para la
reparacién de lesiones. Estas matrices tridimensiona-
les naturales aumentan la eficiencia y productividad
del cultivo al aumentar la densidad de células viables
y la duracién del mismo, ademas reduce costes al in-
crementar el volumen de cultivo y al usar una menor
cantidad de suero.
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DESCRIPCION

Método para la producciéon de matrices tridi-
mensionales naturales para cultivo de células.
Estado de la técnica

Muchas de las técnicas mas actuales de la bio-
tecnologia utilizan a la célula como producto en
si mismo como por ejemplo producciéon de piel ar-
tificial, cardiomiocitos para suministrar en infar-
tos de miocardio, 6rganos artificiales, ensayo de
farmacos, test de toxicidad, terapia génmica, etc.,
requieren de forma vital algo tan bdsico como
la mejora en el sistema de cultivo de células, de
forma que su productividad sea més alta y 6ptima
reduciendo costes. El coldgeno es ampliamente
utilizado en este sentido ya sea en forma de re-
des, “sandwich” o microesferas para sistemas de
células inmovilizadas o formando parte de matri-
ces tridimensionales artificiales. Numerosos expe-
rimentos han demostrado que las células necesi-
tan una biomatriz apropiada o “andamiaje” como
soporte 6ptimo celular para desarrollar in vitro su
fenotipo tipico diferenciado. La matriz extracelu-
lar tiene un profundo efecto en el comportamiento
celular incluyendo migracion celular, proliferacion
y diferenciacién (Risau, W., P. Gautschi Sova,
and P. Bohlen. EMBO J 7:959-962, 1988; Carey
D.J., 1991, Annu. Rev. Physiol. 53: 161177). Te-
jidos humanos formados in vitro pueden ser apli-
cados para desarrollar avanzados modelos de en-
fermedades (Schmalz G, Garhammer P, Schweiki
H (1996) J Endodontics 21::249-252.; Service RF
(1995) Science 270:230-232) o para su utilizacién
en implantes en todos los campos de la cirugia
(Sittinger M, Bujia J, Hammer C, Minuth WW,
Burmester GR, (1994a) Biomaterials 15:451-456;
Sittinger RF, Bujia J,Rotter N, Reitzel D, Mi-
nuth WW, Burmester GR (1996a) Biomaterials
17:237:242). En el futuro, el campo de la inves-
tigacién de biomateriales y la ingenieria de teji-
dos ofrecerd la fascinante posibilidad de formar
el tejido de forma extracorporal a partir de cul-
tivo de células (Werb Z, Sympson CJ, Alexander
CM, Thomaset N, Lund LR, Mac Auley A, Ash-
kenas J, Bissell MJ (1996) Kidney Int 49:68-74;
Wick M, Koebe HG, Schildberg FW (1996) Int J
Artif Organs 19: 415-421; Wintermantel E, Ma-
yer J, Blum J, Eckert KL, Luscher P, Mathey M
(1996) Biomaterials 17: 83-91; Minuth WW | Sit-
tinger M, Kloth S (1998) Cell Tissue Res 291:1-
11). Todo ello requerird el avance en la tecnologia
para el cultivo de células animales y en particular
de células humanas, el objetivo principal de esta
patente va en este sentido, contribuir a la mejora
de la adhesién a la superficie 6 substrato donde
crece un cultivo de células o tejido.

Las SMCs en cultivo producen una variedad
de componentes de matrices extracelulares que in-
cluyen varios coldgenos, elastinas, laminina, fibro-
nectina y glucosaminoglucanos (Carey D.J., 1991,
Annu. Rev. Physiol. 53: 161-177) , ademds
las SMCs también expresan integrina que sirve
como sitios de enlace a la matriz extracelular.
Estd demostrado que las SMC de la intima ar-
terial en el proceso aterogénico tienen un feno-
tipo alterado si se compara con las SMC norma-
les de la media (Kodrer O, Gabbiani G. 1986 Hu-
man. Pathol. 17: 875880 Mosse P.R., Camp-
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bell G.R., Campbell J.H., 1986, Arteriosclero-
sis 6: 664-669) mostrando cambios morfolégicos
como reduccién de miofilamentos, incremento de
organulos sintéticos celulares tales como Golgi y
reticulo endoplasmico rugoso y cambios en la ma-
triz extracelular, expresion de factores de creci-
miento y composicién lipidica (Campbell G.R.,
Campbell J.H. 1985 Ezp. Mol. Pathol. 42:
139-162; Gordon D., Schwartz S.M., 1987, Am.
J. Cardiol. 59: 44-48). En nuestro laborato-
rio hemos caracterizado un cultivo de células de
musculo liso de aorta procedente de un modelo
experimental de aterosclerosis temprana en pollo
hipercolesterolémico (Carazo A, Alejandre MJ,
Diaz R, Rios A, Castillo M, Linares A (1998).
Lipids 33,2:181-190.). Las células de musculo liso
(SMC) de aorta procedentes de estos animales
han sido modificadas en el proceso aterogénico
por dieta de colesterol de forma que ademds de
ser desdiferenciadas y proliferativas, producen en
cultivo una gran cantidad de matriz extracelular
rica en coldgeno y elastina. Lo que en principio
para nuestro trabajo de investigacién no era mas
que un subproducto que hacia necesario el uso de
colagenasa y elastasa ademads de la tripsina para
el despegue de las células cuando el cultivo tiene
una duracién de 20 dias o mas, ha resultado ser
una matriz tridimensional ideal para el cultivo de
otras células con alto rendimiento ya que favo-
rece de forma extraordinaria la adhesién al ser
un substrato de composicién y estructura natu-
ral y por lo tanto aumenta considerablemente la
eficiencia y productividad del cultivo.

Tanto si el cultivo de células se obtiene direc-
tamente a partir de tejidos animales como si se
obtiene a partir de una coleccién de cultivos, uno
de los principales requerimientos de un cultivo de
células animales es el anclaje a un substrato sélido
para su posterior crecimiento. La interaccién en-
tre la membrana celular y la superficie de creci-
miento es critica e involucra una combinacién de
atracciones electrostaticas y fuerzas de van der
Waals. La adhesiéon celular ocurre por cationes di-
valentes (normalmente calcio) y proteinas basicas
que forman una capa entre el substrato sélido y
la superficie celular. En la mayoria de los casos
la interaccion célula-superficie estd mediada por
glucoproteinas contenidas en el suero (como la fi-
bronectina) que provee una capa de 2.5 nm que
cubre el substrato sélido y conduce a la adhesién
celular. Las células en cultivo también liberan
al medio factores que ayudan a formar enlaces
entre la superficie de glucoproteinas y el subs-
trato. Una matriz extracelular natural como la
formada por las SMC modificadas de aorta de
pollo, compuesta en su mayor parte por coldgeno,
elastina, laminina, fibronectina y glucosaminoglu-
canos puede ofrecer la posibilidad de cultivar las
células con una cantidad minima de suero, lo que
supone un gran ahorro en el cultivo.

La densidad de carga electrostatica en el subs-
trato sélido es critica para optimizar la adhesién
celular. Los frascos de cultivo de pldstico son de
poliestireno sulfonatado con una carga en la su-
perficie de 2-5 grupos cargados negativamente por
nm?, sin embargo para muchos tipos de células
como por ejemplo células de rinén o hepatocitos
esto no es suficiente y para mantener la polaridad
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necesaria en relacion a la adhesion es esencial la
utilizacién de coldgeno (Zuk A, Martin KS, Hay
ED (1998) J Cell Biol 108:903-919; Takeshita K,
Bowen WC, Michalopoulos GK (1998) In Vitro
Cell Dev Biol 34:482-485. Fl coldgeno es amplia-
mente utilizado en este sentido ya sea en forma
de redes, “sandwich” o microesferas para siste-
mas de células inmovilizadas (Adachi Y, Mio T,
Takigawa K, Striz H, Romberger DJ, Spurzem
JR, Rennard SI (1998) In Vitro Cell Dev Biol
34:203-210; Kino Y, Sawa M, Kasai S, Mito M
(1998) In Vitro Cell Dev Biol 79:71-76; Tarpila
E, Ghassemifar RM, Frazen L (1998) In Vitro
Cell Dev Biol 34:610-615). Existen también pa-
tentes sobre la obtenciéon de matrices artificiales
de colageno para diferentes propdsitos tanto rela-
tivos a cultivos de células en general y cultivo de
tejidos para reparacion en cirugia como al sumi-
nistro de agentes terapéuticos bioreactivos (pa-
tentes n°® AU5920398; US5817764; US5785964;
W09703186; US5405772; CA2223427), pero nin-
guna de ellas se ha producido de forma natural
por un cultivo de células, lo que supone, atn en el
caso de ofrecer variaciones en el colageno por mo-
dificacién quimica o cambio de carga neta, mucho
mayor simplicidad de composicion de las matrices
ademds de las dificultades para su formacién. A
pesar de todo las matrices de coldgeno son am-
pliamente utilizadas por la imposibilidad de cul-
tivo de muchos tipos de células si no es en subs-
tratos de matrices tridimensionales.

Las ventajas que ofrecen las matrices extrace-
lulares segregadas por células en cultivo son claras
ya que una mayor complejidad en cuanto a com-
posicién y estructura tridimensional de las ma-
trices posibilita una mayor semejanza a un te-
jido por su sintesis de forma natural. Un ejem-
plo de matrices naturales son las membranas ba-
sales producidas por células tumorales murinas
EHS que son preparadas como método de cul-
tivo de células de dificil crecimiento (patente n°
US5354666). La célula muscular lisa(SMC) ar-
terial oportunamente modificada tiene la propie-
dad de sintetizar abundante coldgeno y elastina
y consiguientemente se atribuye a estas células
un papel trascendente en los procesos de esclero-
sis vascular. La produccién de coldgeno y elas-
tina por cultivos de SMC de diferentes origenes
ha sido previamente estudiada (Franzblau C., Fa-
ris B. (1982) Methods in Enzymology; 82:615-
635; Bergethon P.R., Mogayzel P.J., Franzblau
C. (1989). Biochem.J.; 258:279-284; Carver W.,
Nagpal M.L., Nachtigal M., Borg T.K., Terracio
L. (1991) Circulation Res.; 69:116-122). La ma-
triz extracelular producida por cultivos de SMC
de rata ha sido utilizada para el estudio de la
adhesion de monocitos como mecanismo impor-
tante en la aterogénesis ( Kaufmann J., Jorgen-
sen R.W., Martin B.M., Franzblau C. (1990) At-
herosclerosis; 85:113-125) y para el estudio de
la digestién de matriz extracelular por parte de
macréfagos activados, mecanismo importante en
muchas condiciones normales y patoldgicas tales
como remodelaciéon de tejidos, cicatrizacion de
heridas e invasién tumoral (Jones P.A.; Scott-
Burden T. (1979) Biochem. Biophys. Res.
Comm.; 86:71-77).

Sin embargo, lo que distingue a esta patente
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de los trabajos previamente publicados es la pro-
duccién de matrices extracelulares por cultivos de
SMC de aves con aterosclerosis experimental, cir-
cunstancia ésta en la que las matrices extrace-
lulares producidas resultan ser mas complejas y
abundantes; asi como la preparacion de estas ma-
trices libres de células para el cultivo de otros mu-
chos tipos de células animales y humanas o cultivo
de tejidos de forma que sea viable su comerciali-
zacion y aplicacion a la mejora de los cultivos de
dificil mantenimiento aumentando su eficacia y
productividad.

Descripcion de la invenciéon

Base de la invencion

Esta invencién es relativa al cultivo de células
animales y humanas.

Las matrices tridimensionales de colageno ar-
tificiales son utilizadas para el cultivo de muchos
tipos de células. Las ventajas que ofrecen las ma-
trices extracelulares segregadas por células en cul-
tivo son la mayor complejidad en cuanto a com-
posicion y estructura tridimensional nativa de las
matrices posibilitando una mayor semejanza a un
tejido natural, ademas de la facilidad de su for-
macion ya que estan sintetizadas por células en
cultivo.

A pesar de la gran necesidad existente de la
mejora de los sistemas de cultivos de células en
el campo de los biomateriales y la ingenieria de
tejidos, todavia se tienen que desarrollar métodos
mas eficientes para el cultivo de células animales
y humanas que tengan el mayor parecido posible
al crecimiento “in vivo” manteniendo su fenotipo
diferenciado y reduciendo costes.

Descripcién de la invencién resumida

Un aspecto de esta invencién estd en re-
lacién con la produccién de matrices tridimen-
sionales para el cultivo de células. La matri-
ces comunmente utilizadas estdn formadas por
coldgeno de un modo artificial con las dificulta-
des inherentes al proceso sobre todo en cuanto
a las modificaciones quimicas de la molécula de
coldgeno necesarias para lograr una densidad de
carga neta positiva o negativa a pH 7, ya que
el coldgeno es una molécula eléctricamente neu-
tra por lo que sus matrices no ofrecen una co-
hesion efectiva y en cuanto a las modificaciones
quimicas necesarias para lograr un grado de en-
trecruzamiento adecuado por medio de distintos
polimeros polianiénicos y agentes productores de
enlaces covalentes cruzados. La ventaja funda-
mental que: ofrecen las matrices de esta invencion
es que son producidas por células de musculo liso
de aves hipercolesterolémicas en: cultivo, luego
se aprovecha un producto natural cuya; compo-
sicién y compleja estructura ha sido sintetizada y
formada integramente por células en cultivo.

Otro aspecto de esta invencién es el relativo
a la preparacién de las matrices extracelulares
tridimensionales libres de células. El método in-
cluye los pasos para primero obtener los cultivos
de SMC de aves hipercolesterolémicas en las con-
diciones 6ptimas para la formaciéon de abundante
matriz extracelular (dependiendo de los dias y pa-
ses del cultivo), segundo el método para liberar el
cultivo de las células dejando solo las matrices ex-
tracelulares (segin el método se puede conseguir
ademds la modificacién quimica de la matriz) y
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tercero la conservacion de dichas matrices.

También dentro del objetivo de esta invencién
estd el método para el uso de estas matrices
preparadas para el cultivo de otras células. El
método incluye los pasos de esterilizaciéon y pre-
paracion de las matrices libres de células para el
cultivo de por ejemplo miocardiocitos, hepatoci-
tos, células endoteliales y epiteliales, células pan-
credticas etc., junto con la posibilidad de hacer
todo tipo de variaciones en los medios de cul-
tivo, utilizando factores de crecimiento que esti-
mulen la proliferacién y desarrollo de las distintas
células o agentes inductores de la diferenciacién
celular, etc. Esta manera de producir matrices
tridimensionales retiene la estructura nativa de
las moléculas que componen la matriz extrace-
lular (coldgenos, elastinas, laminina, fibronectina
y glucosaminoglucanos),: ademds de la integrina
que sirve como enlace a la matriz, extracelular.
Las glucoproteinas y fibronectina de la matriz:
extracelular estdn cargadas negativamente, esto
favorece la: adhesion de las células que se culti-
ven en estas matrices, posibilitando la utilizacién
de cantidades reducidas de suero: en el medio.
Por todo ello resulta particularmente ventajoso:
la utilizacién de estas matrices tridimensionales
para hacer: crecer tanto un cultivo de células ho-
mogéneo como una mezcla: de células para la bio-
produccién de tejidos y 6rganos artificiales.

Descripcién de la invencién detallada

Las matrices extracelulares son producidas
por cultivos de SMC de aves hipercolesterolémi-
cas. Para obtener estas células aves que han sido
alimentadas una dieta rica en colesterol son sa-
crificadas y las SMC se aislan de las arterias por
medio de explantes.

Para obtener los explantes, las arterias se cor-
tan en piezas de pequeno tamafio y se ponen en
frascos de cultivo con una pequena cantidad de
medio de cultivo que se compone de Dulbecco’s
modification of of Eagle’s medium (DMEM), mez-
cla de antibiéticos y suero bovino fetal. Los fras-
cos se ponen entonces de pié con el tapém ha-
cia arriba para promover la adherencia del tejido.
Los explantes se mantienen en un incubador de
CO3 (5% de CO2) a 37°C durante 24 h.Después
de ese tiempo se anade méas medio para cubrir
los explantes, se ponen derechos los frascos y se
examinan cada dia al microscopio invertido. La
mitad del medio se renueva cada 23 dias.

Las células que crecen emigrando fuera de los
explantes se despegan con 0.05%/0.02% Trip-
sina/EDTA se centrifugan a 200xg durante 10
min., se resuspenden en medio completo, se cuen-
tan y se siembran en nuevos frascos(primer pase).
Después del primer pase, las células se alimentan
cada dia y se mantienen antes de cada tripsini-
zacién y siguientes pases. Para la obtencion de
las matrices libres de células, estas se siembran
en frascos de cultivo y se mantienen en cultivo
durante al menos 15 pases (20 dias), en ese mo-
mento se forman unas complicadas multicapas de
células y matrices extracelulares. Los cultivos se
lavan entonces 2 veces con solucién salina PBS
y las células se lisan NH,OH a temperatura am-
biente. Las matrices se lavan entonces con agua
destilada hasta que el pH de los lavados es neutro
seguido de un lavado con etanol al 70 % y secado
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a 37°C.

Estas matrices fueron hidrolizadas en un 25 %
por tripsina, en un 45s por elastasa y en un 30 %
por colagenasa.

Las matrices pueden conservarse por medio de
aire seco, congelacién en seco o al vacio en seco.

Segin la aplicaciéon que se vaya a hacer el
tamano de las matrices puede variar, utilizando
para ello los distintos tipos y tamanos de subs-
tratos existentes en el mercado para el cultivo de
células animales.

Ejemplo 1

Las matrices extracelulares son producidas
por cultivos de SMC de aorta de pollo hiperco-
lesterolémico. Para obtener estas células pollos
recién nacidos machos de la raza white legorhn
son mantenidos en una camara con un ciclo de
luz diario de 9 h a 21 h, una temperatura contro-
lada de 29-31°C y alimentados ad libitum con una
dieta suplementada con colesterol al 5% desde su
nacimiento hasta los 10 dias de edad, disponiendo
de agua todo el tiempo.

Tras el tratamiento los pollos son sacrificados
y las células de misculo liso de la aorta son aisla-
das segun el siguiente procedimiento: bajo meti-
culosas condiciones de esterilidad el arco adrtico
se pone en solucién salina tamponada (PBS) a
pH 7.4 a 37°C conteniendo una mezcla de an-
tibiGticos compuesta de penicilina (100 u./ml),
estreptomicina (100 ug/ml) y anfotericina (0.25
pug/ml). La arteria se limpia de sangre, de tejido
adiposo y de tejido conectivo. A continuacién se
abre cortandola longitudinalmente y se incuba en
PBS conteniendo colagenasa Tipo II (1 mg/ml)
y elastasa Tipo II (0.5 mg/ml) a 37°C durante
30 min. Después de ese tiempo se retiran las ve-
nas adventicias y el epitelio y la arteria se lava
extensivamente con PBS.

Para obtener los explantes, las arterias se cor-
tan en piezas de tamafio uniforme de 1mm? y se
ponen en frascos de cultivo de 75-cm?® con una pe-
queinia cantidad de medio de cultivo (1 ml) que se
compone de Dulbecco’s modification of of Eagle’s
medium (DMEM) suplementado con D-glucosa
(4.5 g/L), Lglutamato (0.584¢g/L), mezcla de an-
tibidticos y 20 % (vol/vol) de suero bovino fetal .
Los frascos se ponen entonces de pié con el tapén
hacia arriba para promover la adherencia del te-
jido. Los explantes se mantienen en un incuba-
dor de CO2 (5% de COz) a 37°C durante 24 h.
Después de ese tiempo se aflade més medio (2 ml)
para cubrir los explantes, se ponen derechos los
frascos y se examinan cada dia al microscopio in-
vertido. La mitad del medio se renueva cada 2-3
dias.

Las células que crecen emigrando fuera de los
explantes se despegan con 0.05%/0.02% Trip-
sina/EDTA se centrifugan a 200xg durante 10
min. se resuspenden en medio completo, se cuen-
tan y se siembran en nuevos frascos (primer pase).
Después del primer pase, las células se alimentan
cada dia y se mantienen antes de cada tripsini-
zacién y siguientes pases. El medio usado para
la alimentacién de las células después del primer
pase es DMEM con 10 % de suero bovino fetal.

Para la obtenciéon de las matrices libres de
células, estas se siembran en placas de 35mm
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(10°/placa) y se mantienen en cultivo durante 15
pases (20 dias), en ese momento se forman unas
complicadas multicapas de células y matrices ex-
tracelulares. Los cultivos se lavan entonces 2 ve-
ces con solucién salina PBS y las células se lisan
en 0.2 M de NH;OH durante 30min. a tempe-
ratura ambiente. Las matrices se lavan entonces
con agua destilada hasta que el pH de los lavados
es neutro seguido de un lavado con etanol al 70 %
y secado a 37°C.

Para obtener los explantes, las aortas se cor-
tan en pequenas piezas y se procede de igual
forma que lo descrito en el apartado anterior. Los
cultivos de SMC y las matrices extracelulares li-
bres de células se obtienen de igual manera que
lo descrito en el apartado anterior.

Ejemplo 2
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En la utilizacion de estas matrices para el cul-
tivo de otras células se procede de la siguiente
manera: las matrices se mantienen durante 10
min. en etanol al 70 %, se lavan con agua desioni-
zada esteril 3 veces y se dejan bajo luz W durante
2h, entonces se pueden guardar a 4°C durante 3
dias. A continuacién se introducen en el frasco de
cultivo las células que se quieran cultivar con el
medio adecuado para cada tipo de célula, factores
de crecimiento, agentes inductores de la diferen-
ciacién etc., suero bovino fetal 5%. Las placas
preparadas con estas matrices pueden usarse para
el cultivo de muchos tipos de células, por ejemplo
miocardiocitos, hepatocitos, células pancredticas,
células endoteliales y epiteliales, etc., asi como
la mezcla de células para el cultivo de tejidos y
organos artificiales.



9 ES 2 156 702 B1 10

REIVINDICACIONES

1. Método para la producciéon de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
caracterizado por su obtencién mediante el cul-
tivo de células de aves y la posterior lisis de dichas
células hasta obtener la matriz tridimensional.

2. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicacién primera caracterizado por-
que las células son extraidas de musculo liso de
aves.

3. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicaciones anteriores caracterizado
porque las aves usadas para la extraccién del te-
jido de musculo liso son alimentadas con una dieta
rica en colesterol en porcentajes de un 1% a un
15%.

4. Método para la producciéon de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicaciones anteriores caracterizado
porque las células de musculo liso son extraidas
de arterias de pollos.

5. Mdétodo para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segin reivindicaciones anteriores caracterizado
porque el tejido extraido de la arteria se pone en
una solucién salina tamponada conteniendo an-
tibidticos.

6. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segin reivindicaciones anteriores caracterizado
porque los antibidticos adicionados a la solucién
salina tamponada son penicilina, estreptomicina
y anfotericina en cualquier proporcién y dosifi-
cacion.

7. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segin reivindicaciones anteriores caracterizado
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porque la incubacién del tejido tiene lugar en co-
lagenasa tipo I y colagenasa tipo II en cualquier
proporcién, dosificacién y tiempo.

8. Meétodo para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicaciones anteriores caracterizado
por el cultivo de explantes del tejido en un me-
dio de cultivo compuesto de DMEM (Dulbecco’s
modification of Eagle’s medium) solo o mezclado.

9. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicaciones anteriores caracterizado
por la adicién al medio DMEM de D-glucosa, L-
glutamato, antibiéticos y suero de mamifero en
cualquier dosificacién y proporcién.

10. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segun reivindicaciones anteriores caracterizado
por la utilizacién de Tripsina/EDTA para despe-
gar las células que migran fuera de los explantes.

11. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segin reivindicaciones anteriores caracterizado
por la siembra de dichas células en frascos de cul-
tivo de cualquier tipo y mantenimiento en cultivo
durante 5 a 50 pases.

12. Método para la produccién de matrices
tridimensionales naturales para cultivo de células
segin reivindicaciones anteriores caracterizado
porque las células son lisadas con reactivos de ph
bésico.

13. Método para la produccién de matri-
ces tridimensionales naturales para cultivo de
células segun reivindicaciones 1 a 7 caracteri-
zado por producir matrices de distinto tamanio
dependiendo del substrato utilizado para cultivar-
las.

14. Uso del método reivindicado anterior-
mente para el cultivo de cualquier tipo de célula
animal o mezcla de ellas.
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